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【緒 言 】  
歯槽骨の骨再生治療において、術 前 に新生骨量や骨質 を知 ることができれ
ば、適 切 なインプラント埋 入 時期 の決定 に役立つ。また、骨 組 成や骨塩量の
非 侵 襲 的 な解 析 は、系 統 的 骨 疾患 の診断 や研 究にも有 用 である。再 生 骨
に対 しては、現在エックス線 単純撮影や CT を用いた検査が行われているが、
これらの方法では人工骨 と新生骨 とを見 分 けることは困 難である。また、骨 塩
量や骨の組成 に関 しても、非 侵襲的で短時間 、かつ正確に測定する方法は
限 られている。これまでの研究 で 3 1 P- N M R を用 いて、骨 リン酸 カルシウムの
T1 緩和差 を利用 した海綿骨部の新生骨量測定法 を確立 したが、成熟骨 と
新生骨の割合 を得 るには二重エネルギーエックス線 吸収測定 （D X A）法 など
の骨塩量測定法 を併用する欠点があった。また 、 3 1 P - N M R のみを用いて T1
緩和差 を利用 した骨 塩量測定 を行 う場合 には、測 定 が長時間 となり実 用性
に欠けることが推測 された。そこで、本研究ではＴ２緩 和時間が T1 緩和時間
よりも短 いことに注目 した。T2 緩和差 を利用することで、 3 1  P - N M R のみで新
生骨信号量 （新 生 骨量 ）、骨 塩信号量 （骨 塩 量 ）を測 定する非 侵襲的 な短
時間 3 1  P - N M R 二重測定法の確立 を目 的 とした。  
【方 法 】  
3 1 P- N M R による T 2 緩和時間の測定条件の探索のため、各 種合成 リン酸 カ
ルシウムの T2 磁気緩和動態 を Car r  P ur c e l l  M e i bo o m  G i l l  （CPM G ）
法 で測定 した。Cal c u l a t i o n  d e l ay、Re l a xat i o n  d e l a y、積 算 回数 を変数
として、それぞれについて最適化 を行 った。各 種 合成 リン酸 カルシウムを骨 構
成体 と考 えられているもの、骨 リン酸 カルシウムの前駆体 と考 えられているもの、
そして人工骨補填剤などの生体硬組織移植材料に含 まれる成分の 3 つに
分類 し、計 11 種類 を使用 した。合成 リン酸 カルシウムでの基礎検討の結果
から、骨 塩 量 、新 生 骨 量 の測 定 条 件 候 補 の決 定 をした。続 いて、得 られた
測 定 条 件 候 補 値 を利 用 し、マウス脛 骨 を用 いた検 討 を行 った。実 験 には
2 , 4 , 6 , 9 ヶ月齢の雄 BAL B/ c AJc l マウスを各々5 匹 、合計 2 0 匹 を用いた。
3 1 P- N M R、  CPM G 法による T 2 信号量の測定 を行い、さらに同一サンプル
について、D X A 装置による骨塩量の測定 を行 った。また、テトラサイクリン、カ
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ルセインによる骨二重標識 （01 TC - 0 2 - 0 1C L）により組 織学的 な新生骨量 の
測定 を行い、 3 1 P- N M R、  CPM G 法による T2 信号量の測定結果 との比較
を行 った。  
【結 果 】  
CPM G 法 での測定条件 のうち、τ s t e p は使用 した機器 における最 小値 の
182μ 秒に設定 した。Cal c u l a t i o n  d e l a y を変数 とした場合 、特 に骨構成
体 に含 まれる材 料 と生 体 硬 組 織 移 植 材 料 との違 いが最 も描 出 されたのが
0 . 348m 秒であったため、この値 に固定 した。次 に合成 リン酸 カルシウムの信
号量 に及ぼす Re l a xat i o n  d e l ay  と積 算 回 数 については、予 備 実験 から
候補 となる５つの測定条件 を決定 した。解析の結果 、 3 1 P- N M R の各条件に
よる信号量 と D X A によって測定 した骨塩量 との間には、相関 は認められなか
った。一 方 、 3 1 P- N M R の各 条 件 による信 号 量 と海 綿 骨 部 の新 生 骨 量 （面
積 ）との間 には、特 に Re l axat i o n  d e l ay  10 秒 、積算回数 6 0 回において
最 も強い相関が認められた。  
【考 察 】  
組 織 学 的 に解 析 した海 綿 骨 部 の新 生 骨 の面 積 と  T2 緩 和 時 間 では、
Re l axat i o n  d e l ay  10 秒 、積算 6 0 回 （測 定約 1 0 分 ）を含む複数の条件
下で有意な相関 を認めたことから、 3 1 P- N M R の T2 緩和差 を利用することで、
新 生 骨 量 が非 侵 襲 的 に測 定 できる可 能 性 が示 唆 された。この測 定 法 を将
来 骨 再 生 医 療 に用 いることができれば、同 時 に移 植 された人 工 骨 の影 響 を
排 除 して、新 生 骨 量 のみを測 定 できる可 能 性 が示 された点 で画 期 的 と考 え
られる。また、D X A によって測定 した骨塩量 と T2 緩和時間では相関 を認め
なかったことから、 3 1 P- N M R の T 2 緩和差のみで骨塩量 を測定することは困
難 と考 えられた。その理由 として、 3 1 P- N M R では骨 リン酸 カルシウムのリンの
信 号 を測 定 していることから、加 齢 によって骨 リン酸 カルシウムの組 成 の内 、
カルシウムなどの他 のミネラル量 が変 化 することが考 えられた。今 回 の結 果 か
ら、 3 1  P - N M R の T2 緩和差 を利用 した解析は、今後非侵襲的 な再生骨量
や骨組成の検査に有用である可能性が示 された。  
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dual-energy X-ray absorptiometry 法 (DXA 法 )は、 2 種類のエネルギ
ーのエックス線を測定部位に当てることにより、骨成分を他の組織と
区別して測定する方法で、比較的簡便に骨密度を測定することができ
る 3 )。DXA 法は現時点では最も優れた骨塩量の測定法と考えられるが、
わずかではあるものの被曝を伴う。このほかに超音波を利用した骨密





れわれは核磁気共鳴法（ Nuclear Magnetic Resonance 法または NMR 法）
に着目した。  
NMR 法は、化合物の分子構造や物性の解析を行うことが可能であり、





れは新たな測定法として、リンの核磁気共鳴を利用した 3 1P-NMR 法に
着目した。 3 1P-NMR 法による解析では、 bisphosphonates と骨との結合





件を確立した 8 )。また、 DXA 法による骨密度との比較から、短緩和型
リン酸カルシウムによる信号量が海綿骨部の新生骨由来であることが
判明した 8 )。しかしながら、 T1 緩和時間を用いた方法では骨塩量の測
定は骨中のすべてのリン酸カルシウムの緩和が終了する必要があるこ
とから、測定が長時間となることが予測された。そこで、今回われわ
れは T1 緩和が始まる前に緩和が終了する T2 緩和を利用した、短時間
3 1P-NMR 法による骨密度と新生骨量の新たな測定法の開発を試みた。  
 
研究方法  
（１） 3 1P-NMR 法、 T2 磁気緩和時間による測定条件の探索  
3 1P-NMR 法による T2 緩和時間の測定条件の探索のため、各種合成リ















態の測定には、 NMR 装置（ JNM-ECA600; 600MHz、日本電子株式会社、
東京、日本）を使用した。対象核種を 3 1P に設定し、Calculation delay、
Relaxation delay、積算回数を変数として、それぞれについて最適化





（２）マウス脛骨での 3 1P-NMR 法、 T2 磁気緩和時間と骨塩量、新生骨
量（面積）との相関  
続いて、得られた測定条件候補値を利用し、マウス脛骨を用いた検
討を行った。実験には 2,4,6,9 ヶ月齢の雄 BALB/cAJcl マウスを各 5
匹、合計 20 匹を用いた。骨二重標識（ 01TC-02-01CL）のため、 1 日目
にテトラサイクリン（ 0.02mg/g）、 4 日目にカルセイン（ 0.01mg/g）を
皮下注し、 5 日目に安楽死後に骨近位部を摘出して、 70％エタノ－ル
にて固定した。その後同部位を用いて以下の測定を実施した。  
① 3 1P-NMR 法（ CPMG 法）による T2 信号量の測定。  







JPEG 画像として保存した。 Image J にて皮質骨を除外し、海綿骨
部分のデータをさらに二値化して、標識された新生骨部の面積を
測定した。  
DXA 法による骨塩量と組織学的な新生骨量の結果と、3 1P-NMR 法（ CPMG









結  果  
（１） 3 1P-NMR 法、 T2 磁気緩和時間による測定条件の探索  
初めに、 11 種類の合成リン酸カルシウムの T2 緩和動態を調べた。
τ step は使用機器の最小値である 182μ 秒に固定した。 Calculation 
delay を変数とした場合の T2 緩和動態の信号量から、比較的高値（ A
群）と比較的定値（ B 群）の 2 群に分けられることが明らかとなった
（図 2）。また、この条件で新生骨と人工骨との信号量に差が出ること
が 期 待 さ れ た め 、 以 後 の 検 討 で は 、 AB 群 間 の 信 号 量 の 差 が 大 き い
Calculation delay0.348m 秒に固定することとした。  
合成リン酸カルシウムの信号量に及ぼす Relaxation delay と積算
回数の影響をさらに検討し、条件の候補値を探した。ステップワイズ
増加法による回帰分析では、合成リン酸カルシウムの信号量に及ぼす
Relaxation delay と積算回数の影響から、 Relaxation delay が影響
し、信号量との関係は有意な正回帰を示した。一方、積算回数の影響
は少ないものと考えられた（図 3）   




た（図 4）。総測定時間は候補値 3 の Relaxiation delay100 秒、積算
回数 4 回が 6.7 分と最も短くなった。なお、τ step、Calculation delay 、
データ取り込み時間の ACQT は固定値とした。  
 
（２）マウス脛骨での 3 1P-NMR 法、 T2 磁気緩和時間と骨塩量、新生骨
量（面積）との相関  
続いて 5 つの候補値を用いて骨塩量の測定を行った。マウスにおけ
る月齢毎の骨塩量は比較的一定していると考えられるが、 3 1P-NMR 法
（ CPMG 法）による T2 信号量の測定では、信号量は各月齢でばらつき
が大きく、3 1P-NMR 法による骨塩量測定は困難であることが推測された
（図 5）。また 3 1P-NMR 法で測定した仮の骨塩量と、 DXA 法によって測
定した骨塩量の相関を調べた結果、今回用いた 3 1P-NMR 法の測定条件
において相関は認めらなかった（図 6）。  
次に 3 1P-NMR 法（  CPMG 法）による T2 信号量の測定から、新生骨量
の測定が可能かどうかの検討を行った。月齢による比較では、月齢が
上昇するとともに信号量が低下する一定の傾向が認められた（図 7）。
海綿骨部の 3 日間の骨新生量の組織学的解析の結果と T2 信号量の相関
を比較したところ、 Relaxation delay 10 秒、積算回数 60 回の 3 1P-NMR
法の測定条件で最も強い相関を認めた（図 8）。  
 
考  察  






告している 7 )。本研究との違いは、Cao らは 3 1P-NMR 法  に加えて 1H-NMR
法 を 併 用 し て お り 、 さ ら に 独 自 の 3 1P  solid-state magnetic 
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resonance imaging (SMRI) to visualize bone mineral と water-and 
fat-suppressed projection imaging (WASPI)法を開発して骨密度の測
定に用いている点があげられる。したがって、今回われわれが用いた
3 1P-NMR 法の T2 緩和差のみの測定では、骨密度の測定は困難である可
能性がある。  
一方で、蛍光発色させた海綿骨部の新生骨の面積と T2 緩和時間は















原子ではなくリン（ 3 1Ｐ）を用いている。リンを用いた NMR 法が実施
可能な施設は限られており、その普及のためには、本研究以外にもリ
ンを用いた NMR 法の有用性が広く示されることが必要であろう。  
 
結  論  
3 1 P-NMR 法の T2 緩和差を利用することで、新生骨量や骨組成が非侵
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Calculation delay、データ取り込み時間の ACQT、②の Relaxation 
delay までが 1 測定のサイクルであり、このサイクルの回数が③の積
算 回 数 と な る 。 実 際 の 測 定 時 間 は （ Calculation delay ＋ ACQT ＋
Relaxation delay）×積算回数で表される。  
 







秒、Relaxation delay 4 秒、積算回数 1024 回で固定し、Calculation 
delay を変数とした。 T2 緩和動態の信号量から、比較的高値（ A 群）




信号 量に 及ぼ す Relaxation delay と 積算 回数 の影 響を 検討 し た。








図 5: 骨塩量測定条件における信号量の月齢による変化  
骨塩量測定のために設定した条件にて、月齢ごとの信号量を測定し
た。グラフの縦軸は NMR 信号量で、横軸は月齢を表す。  
 
図 6: 骨塩量（ DXA 法）と 3 1P-NMR 法（ CPMG 法）による信号量の相関  
3 1P-NMR 法で測定した仮の骨塩量と、DXA 法によって測定した骨塩量
の相関は認められなかった。各月齢 6 匹、計 24 検体の結果を表す。  
 
図 7: 新生骨量測定条件における信号量の月齢による変化  
設定した新生骨量の測定条件で、各月齢ごとの 3 1P-NMR 法（ CPMG 法）
による信号量を測定したところ、月齢により信号量が低下する傾向が
認められた。グラフの縦軸は NMR 信号量で、横軸は月齢を表す。  
 
図 8: 海綿骨部の新生骨量（面積）と 3 1P-NMR 法（ CPMG 法）による信
号量の相関  
3 1P-NMR 法（ CPMG 法）による信号量と海綿骨部の 3 日間骨新生量の組
織学的解析の結果と比較したところ、① Relaxation delay 10 秒、積
算回数 60 回および② Relaxation delay 30 秒、積算回数 20 回の 3 1P-NMR
法の測定条件で相関を認めた。グラフには①における新生骨量（横軸）
と信号量（縦軸）との相関を示す。各月齢 4 匹、計 16 検体の結果。   
